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Die BOEHRINGER MANNHEIM GMBH in Mannheim/Deutschland hat eine 
Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Humane monoklonale Antikorper gegen Inselzeliantlgen IA-2" 
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Roche Diagnostics GmbH. 
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Humane monoklonal. AndkBrper gegen taelzellantigen IA-2 

' Gegenstand de. voriiegenden Erfindung si„d h^ane —n^e An» gegen 
aas Insel^Uantigen IA.2, ein VerM«n ^ ihrer Hers.eU»g. die Venvenduogder hu- 

»ono^o„a.e„ A„«.e,e. in einen. Verf^ ^ Nachweis 
gegen IA-2. ein Verfahren Nachweis von A„.ik6n>em gegen ,„.elzellanugen .A-2. 

10 sowie ein Verfahren zum Nachweis von IA-2. 

Der insuiinabWngige Diabetes — von, Typ I (IDDM) beruh. auf einer autoi^nu- 
nen Zer.«mng der insulinprod«n p-ZeUen des Pani^as. Die on 
Au— rpem gegen p-ZellanUgene gehtdabei der En^viddung 
, 5 gnosU^erbaren Diabetes voraus. Diese Au.oa„.i.«rper dienen als sensrUve M..er ^ 
Lntifllcation der prSdinischen Krankheitsphase. Auch in ftisch d.agnos«z. «en D,a. 
be«>cer-Pa.ien.en fnde. nran h.ufig AnU.8,per. die n,i. den p-ZeUen in den Lar^«- 
bans'schen Insein reagieren. Die Gesan>*ei. der Au.oan.iUarper wrrd auch als Isle. 
Antibodies (ICA) bezeichnet. 

ICA sind sensitive u„d spezifsehe Marker fflr die Prognose und Diagnose von huma- 
„en,IDDM.Zudenbishereharak.eHsier.en.nse,...anUgenen.gege„^^^^^^^ 
per gebiidet v^erden, ^en InsuUn (Pataer e. al. 1983. Science 222. l"^" 
Giutanrat-Decarboxyiase (GAD, B3=>*eskov et al. 1990. Nature 347 •-'^^>^<^- 
25 boxypeptidase H (Castano et a, 1991, Clin. Endocrinol. Metab. »'-^;«'>^;' 
zenligen ICA 69 (Pietropaolo e. al. ,993. , Clin. Invest. 92. 33*-3'0 und 
gen IA-2, das auch als ICA512 bezeichnet wird (Solimena e. al. 1996. EMBO J. 15, 



2102-2114). 
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Bislang kormte noch nicht geklart werden, ob Autoantikorper, die gegen p-Zellantigene 
gerichtet sind, zur Entwicklung der Krankheit direkt beitragen oder ob das Auftreten der 
Autoantikorper ein Phanomen ist, das nach der Zerstonmg der P-Zellen auftritt. 

5 Nach heutigem Kenntnisstand ist jedoch das Auftreten von Autoantikorpem mit der 
Entwicklung eines Diabetes korreliert. 

Es hat sich gezeigt, daB insbesondere Autoantikorper gegen IA-2 in den meisten frisch 
diagnostizierten IDDM-Patienten auftreten und daB die IA-2-spezifischen Autoanti- 
10 korper mit einem schnellen Fortschreiten der Diabetes-Erkrankung assoziiert sind. IA-2- 
spezifische Autoantikorper scheinen daniberhinaus spezifischer Sir IDDM zu sein als 
GAD-Autoantikorper und auBerdem weniger haufig bei anderen Autoimmunkrankhei- 
ten ohne IDDM aufzutreten (Roll und Ziegler 1997, Exp. Clin. Endocrinol. Diabetes 
105, 1-14), 

15 

Beim Autoantigen IA-2 handelt es sich um ein Transmembran-Protein mit einem mem- 
bran-durchquerenden Segment und einer cytoplasmatischen Domane (IA-2ic), die die 
Epitope fiir die Antikorperbindung enthalt (Solimena et al. 1996, EMBO J. 15, 2102- 
2114). Als intrinsisches Membran-Protein sekretorischer Vesikel wird IA-2 in peptid- 

20 sekretierenden endokrinen Zellen sowie in Neuronen, die neurosekretorische Vesikel 

enthalten, exprimiert. IA-2 besitzt eine signifikante Homologie zu IA-2P, das auch unter 
der Bezeichnung Phogrin bekannt ist. IA-2p ist wie IA-2 ein Transmembranprotein, 
wird jedoch anders als IA-2 bevorzugt in P-Zellen exprimiert. IA-2p und IA-2 sind 
Proteine vom Rezeptortyp und gehdren beide zur Klasse der Protein-Tyrosin- 

25 Phosphatasen (Roll und Ziegler 1997, supra). 

Die Bestimmung der ICA (Islet Cell Antibodies) zum Nachweis von IDDM erfolgt im 
Stand der Technik durch Messungen an Pankreas-Gewebeschnitten mit indirekter 
Immunfluoreszenz. Hierbei werden die Autoantikorper in der zu untersuchenden Probe, 
30 die an die Inselzellstrukturen binden, durch fluoreszen2markierte, fiir Human-IgG 

spezifische Antikorper nachgewiesen. Allerdings sind diese ICA-Messungen technisch 
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sehr axifwendig iind schwierig zu standardisieren, da die Ergebnisse, die mit unter- 
schiedlichem pankreatischen Gewebe von verschiedenen Spendem erhalten werden, 
stark variieren. 

5 Im Stand der Technik werden Autoantikorper gegen IA-2 und GAD auch durch einfache 
Radioliganden-Bindtingsassays in Semmproben bestimmt. Dabei werden in vitro 
translatierte, radioaktiv markierte Antigene verwendet (Dittler, J. et al 1998, Diabetes 
47, 592-597). Zur Herstellung der radioaktiv markierten Antigene wird die cDNA des 
jeweiligen Antigens mittels eines Kaninchen-Retikulozyten-Lysates in vitro transkri- 
10 biert. Die mRNA wird dann in Anwesenheit von radioaktiv markierten Aminosauren 
I (im allgemeinen mit ^^S, Schwefel-35 markiert) translatiert. Die Bindung der Autoanti- 
korper an das markierte Antigen wird nach Abtrennung des Antigen- Antikorperkom- 
plexes vom freien Antigen beispielsweise durch Filtration oder Festphasenbindung iiber 
das radioaktive Signal des markierten Antigens nachgewiesen. 

15 

Diese Nachweismethoden konnen zwar zum Teil automatisiert werden, haben jedoch 
den groBen Nachteil, daB radioaktiv gearbeitet werden muB, was aufwendige und kost- 
spielige VorsichtsmaBnahmen erfordert. Die durch in-vitro-Translation erzielbaren 
Markierungseffizienzen fiir das Antigen sind von Batch zu Batch sehr variabel. AuBer- 
20 dem sind die markierten Antigene wegen eintretender Radiolyse bzw. wegen der kurzen 
Halbwertszeit des Schwefel-35 nur kurze Zeit haltbar. 

Bin diagnostisch einfach, schnell und in automatisierter Form durchzufuhrender Test 
zum direkten Nachweis der IA-2-spezifischen Autoantikorper ist im Stand der Technik 

25 bisher nicht besclirieben. Dies ist insbesondere darauf zuriickzuflihren, daB bisher keine 
standardisierten IA-2-spezifischen Autoantikorper existieren. Als Standard- oder Eich- 
material wurden bisher lediglich hochtitrige Seren von IDDM-Patienten verwendet. Der 
Nachteil hierbei ist, daB ein solches Serum nicht in unbegrenzter Menge zur Verfugung 
steht und somit chargen- bzw. patientenabhangige Schwankimgen im Antikorpergehalt 

30 des jeweiligen Standardserums bestehen. Ein Vergleich von Versuchsergebnissen aus 
unterschiedlichen Laboratorien ist dadurch nicht gegeben. 
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Aufgabe war es daher, humane monoklonale Antikorper zur Verfugung zu stellen, die 
spezifisch das Inselzellantigen IA-2 erkennen, sowie ein diagnostisches Testverfahren 
zum qixantitativen Nachweis der IA-2-spezifischen Autoantikorper mittels einer Stan- 
5 dardkurve zur Verfugung zu stellen, das die Nachteile des Standes der Technik zum 
groBen Tell uberwindet. 

Die Aufgabe wird gelost durch humane monoklonale Antikorper, die spezifisch mit dem 
Inselzellantigen IA-2 reagieren. Dazu gehoren beispielsweise die Antikorper, die von 
10 der Zeilinie IA.2, 96-3-1, hinterlegt am 13.08.1998 unter der Nummer DSM ACC2365 
bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Braunschweig, Deutschland), produziert werden. 

Gegenstand der Erfindung sind daher humane monoklonale Antikorper gegen das Insel- 
1 5 zellantigen IA-2. Bevorzugt sind diese Antikorper vom IgG-Isotyp, besonders bevorzugt 
vom IgGl-Isotyp. 

Im Stand der Technik ist bekannt, daC gegen das Inselzellantigen GAD (Glutamat-De- 
carboxylase) humane Autoantikorper erzeugt werden konnen (EP-A-0 499 176). Das 
20 dort beschriebene Verfahren umfaCt folgende Schritte: 

Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem oder Diabetikem, Be- 
handeln des Kulturiiberstandes der (durch EBV-Transformation) immortalisierten Zel- 
len mit einem Konjugat aus Antikorpem gegen humanes Fey imd einer Markierung, 

25 anschliefiende Behandlung mit humanem Immunglobulin, Inkubieren mit immobilisier- 
ten humanen Pankreas-Inselzellen oder immobilisierter GAD, Identifizierung einer 
immortalisierten humanen Zellkultur, die einen Antikorper gegen Pankreas-Inselzellen 
produziert, liber die Bestimmung der an die immobilisierten Inselzellen oder die immo- 
bilisierte GAD gebundene Markierung, Isolierung einer humanen immortalisierten 

30 Zelle, die diesen Antikorper produziert, Vermehrung dieser inunortalisierten Zelle und 
Isolierung des von diesen Zellen produzierten monoklonalen Antikorpers. 
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Mit dem in EP-A-0 499 176 beschriebenen Verfahren ist es jedoch nicht moglich, 
humane monoklonale Antikorper gegen IA-2 herzustellen. Die erste Schwierigkeit zeigt 
sich bereits bei der Auswahl der Spender-Lymphozyten. Es konnen nicht beliebige 
5 Spender-Lymphozyten verwendet werden, sondem die Lymphozyten miissen von Pra- 
diabetikem oder Diabetikem mit ausgewahlt hohen IA-2-spezifischen Semmantikorper- 
Titem stammen. 

Die Antikorper-Titer werden durch einen Radioliganden-Bindungsassay ermittelt. Bei 
10 diesem Assay wird die fur IA-2 kodierende DNA mittels eines Retikulozyten-Lysates in 
vitro transkribiert und in Anwesenheit von ^^S-Methionin transiatiert. AnschlieBend 
werden wenige Mikroliter (2 ^1 haben sich als geeignet erwiesen) Patientenserum mit 
dem radioaktiv markierten IA-2 inkubiert tmd die Immunkomplexe liber Protein-A 
Sepharose vom freien Antigen abgetrennt. Die Bestimmung der an die Protein-A 
1 5 Sepharose gebundene Radioaktivitat erfolgt in einem Szintillationszahler. Durch ein 
hochtitriges ausgewahltes Patientenserum werden die gemessenen cpm in arbitrare 
Units vmidefiniert. Zum Beispiel wurde bei dem in dieser Studie verwendeten Patien- 
tenserum definiert, daB 1000 cpm 100 U entsprechen. Dieses Patientenserum wird bei 
Bestimmungen als arbitrarer Standard mitgefuhrt. Fur die Transformationen wurden nur 
20 Lymphozyten verwendet, deren Spender einen Titer von groBer als 80 U aufwiesen, da 
nur von diesen Spendem IA-2 positive Primarkulturen entdeckt wurden. 

Dariiberhinaus hat sich eine Vorselektion auf IgG-produzierende B-Lymphozyten als 
sinnvoU erweisen. Im peripheren Blut befmden sich ca. lOmal mehr IgM-produzierende 

25 B-Lymphozyten als IgG-produzierende B-Zellen. Andererseits sind die relevanten 
Autoantikorper gegen IA-2 vom IgG-Subtyp (Zhang et al 1997, Diabetes 46, 40-43). 
Durch Isolierung der Membran-IgG positiven B-Lymphozyten kann die relevante B- 
Zell Subpopulation um einen Faktor 10 eingereichert werden. Die Isolierung erfolgt 
durch Markierung der humanen B-Lymphozyten mit einem fur Anti-Human-IgG spezi- 

30 fischen Antikorper aus der Maus und nachfolgender Bindung von Magnetobeads, die 
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mit Schaf-anti-Maus-IgG beladen sind. Durch Anlegen eines Magneten konnen die 
markierten Zellen aus der Zellsuspension positiv selektioniert werden. 



Weiterhin zeigen sich Probleme bei der Anzucht der immortalisierten Lymphozyten, da 
5 die immortalisierten IA-2 spezifischen B-Zellen nur eine geringe Proliferationsrate auf- 
weisen und haufig von unspezifischen, aber schnell wachsenden immortalisierten B- 
Zellen uberwachsen werden. Es hat sich gezeigt, daB durch den Zusatz von Wachstums- 
faktoren wie IL-6 oder IL-10 die Proliferation der immortalisierten IA-2-spezifischen B- 
Zellinien entscheidend verbessert werden kann. Ein zusatziiches Problem war, daB die 
1 0 immortalisierten B-Zellinien Faktoren sezemierten, die das Wachstum der Zellinien 
negativ beeinflussen. Zu diesen Faktoren gehoren vor allem TGF-beta, IF-gamma und 
TNF-alpha. Die Entfemung dieser inhibitorischen Faktoren durch haufiges Wechseln 
des Kulturmediums bewirkt eine hohere Transformationsrate und ein schnelleres 
Wachstum der EBV transformierten B-Zell Linien. 

15 

Entscheidend fur die erfolgreiche Klonierung (siehe unten) der entstehenden EBV- 
transformierten B-Lymphozyten ist es, von vomherein limitierte Mengen an B-Lym- 
phozyten in die einzelnen Wells (Vertiefungen der Mikrotiterplatte) einzubringen. Im 
Stand der Technik werden mehrere tausend gereinigte periphere mononukleare Zellen 

20 pro Well empfohlen (Peyron, E. et al 1994, J. Immunology 153, 1333-1339; Madec, A.- 
M. et al 1996, J, Immunology 156, 3541-3549). Uberraschenderweise hat sich gezeigt, 
daB fiir die Primartransformation nur maximal 400 IgG-positive Zellen/Well eingesetzt 
werden konnen. Die Transformationsrate betragt etwa 1 von 80 B-Zellen, das heiBt, pro 
Well wachsen maximal 5 verschiedene Klone. Dadurch erhoht sich die Wahrscheinlich- 

25 keit, daB man bei der anschlieBenden Einzelzell-Klonierung, bei der nur wenige EBV- 
transformierte B-Zell Klone wachsen (oft nur 1-2%), die relevanten Klone isolieren 
kann. Ebenfalls uberraschend ist, daB sich die meisten positiven Primarwells bei noch 
niedrigerer Einsaatdichte isolieren lieBen, was dahingehend interpretiert werden kann, 
daB bereits bei 400 B-Zellen pro Well zuviele Klone entstehen und dadurch langsamer 

30 wachsende Klone von schneller wachsenden unterdruckt werden. 
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Nach einer Wachstumsperiode von ca. 2 Wochen werden die Kulturiiberstande der Pri- 
mar-Zellkulturen dann beispielsweise mittels eines ELISA-Tests an immobilisiertem 
IA-2 axif die Produktion von IA-2-spezifischen Antikorpem getestet. Besonders geeignet 
hat sich erfindungsgemafi das Screening auf IA-2-spezifische Antikorper mittels der 
5 cytoplasmatischen Domane des IA-2 erwiesen, die auch als IA-2ic bezeichnet wird. 

Bei der anschlieBenden Einzelzeil-Klonierung zur Stabilisierung der Zellinien mussen 
sogenannte Feederzellen zugesetzt werden, da EBV-transformierte B-Zellinien in nie- 
driger Zeildichte (<25 pro Well) nicht tiberlebensfahig sind. Als Feederzellen dienen 
10 autologe (vom selben Spender stammende) oder allogene (von einem anderen Spender 
stammende), mit 4000 rad bestrahlte periphere Blutlymphozyten. 

Die Klonierungseffizienz kann dadurch entscheidend verbessert werden, daU man die 
cytotoxischen T-Lymphozyten (CDS positive Zellen) aus der Feederzell-Population 

1 5 entfemt. Die Entfemung der CD8-Zellen erfolgt bevorzugt durch immunomagnetische 
Separation. Dazu werden die peripheren Blutlymphozyten zum Beispiel mit magneti- 
schen Microbeads inkubiett, an die monoklonale Antikorper gegen das humane CDS 
Antigen gekoppelt sind. Durch Anlegen eines Magneten werden die markierten Zellen 
errtfemt die restlichen Zellen bestrahlt und in einer Konzentration von 20 000 - 50 000 

20 Zellen pro Well eingesetzt. 

Ebenfalls als vorteilhaft bei der Herstellung der erfindungsgemaBen Antikorper hat es 
sich erwiesen, eine Qualitatsuberprufung der Feederzellen durchzufuhren. Es konnte 
festgestellt werden, daB sich die wachstumsimterstutzende Funktion dieser Feederzellen 

25 von Spender zu Spender stark unterscheidet. Die Feederzellen von manchen Spendem 
wirkten sogar inhibierend auf das Wachstum. Deshalb war ein wichtiger Fortschritt 
dadurch erzielbar, daB jeder neue Batch an Feederzellen zunachst auf einer etablierten 
monoklonalen EBV-transformierten B-Zellinie (MICA 5) als Testzellinie auf seine Eig- 
nung fur die Klonierungsprozedur untersucht wurde und "schadliche" Feederbatches 

30 aussortiert wurden. Dazu wurden Einzelzell-Klonierungen von MICA 5 auf bestrahlten 
Blutlymphozyten von verschiedenen Spendem durchgefuhrt. Nach ca. 3 Wochen wurde 
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die Kloniemngseffizienz durch mikroskopische Bestimmung der Anzahl der bewachse- 
nen Wells bestimmt. Es wurden nur solche Feederzellen verwendet, mit denen eine 
Kloniemngseffizienz von mindestens 20% erzielt werden konnte. 

Der Immortalisierungsschritt kann durch die dem Fachmann bekannte Transformation 
mit EBV (Epstein-Barr-Virus) erfolgen. Diese Transformationsmethode ist erfmdungs- 
gemaB bevorzugt. Die am haufigsten in der Literatnr beschriebene Methode zur EBV- 
Transformation (siehe Ifversen, P. et al 1993, Hum. Antibod. Hybridomas 4, 11 5-123) 
besteht darin, die B-Lymphozyten mit EBV fur 2-3 Stunden zu inkubieren, um die 
Virusaufiiahme zu erlauben. Danach werden die Zellen gewaschen and dadurch das 
Vims entfemt. Uberraschenderweise konnte jedoch festgestellt werden, daB eine erhohte 
Transformationsrate dadurch zu erzielen ist, daB man das Vims nicht auswascht, 
sondem wahrend der gesamten Inkubationsdauer bis zum ersten Medienwechsei (nach 
ca, 7 Tagen) zusammen mit den B -Zellen inkubiert. 

Die Immortaiisienmg kann jedoch auch durch Fusion mit geeigneten Myeloma-Zellen 
durchgefuhrt werden. Denkbar ist auch die Herstellung der erfindungsgemafien mono- 
klonalen Antikorper gegen IA-2 liber die sogenannte Phage-Display-Methode (Nissim, 
A. et al 1994, EMBO J. 13, 3, 692-698). Dabei wird mRNA direkt aus den Lympho- 
zyten der IDDM-Patienten isoliert. Aus der damit hergestellten cDNA konnen die 
Immimglobulin-Gene amplifiziert werden (beispielsweise mittels Polymeraseketten- 
reaktion). Die so erzeugten Gene konnen wiederum in einer Phagen-Library als Fab 
Oder single chain Fv exprimiert werden, aus der dann die an IA-2 bindenden Phagen 
isoliert werden. 

Erst durch die Uberwindung der oben geschilderten Schwierigkeiten war es moglich, 
humane monoklonale Antikorper gegen das Inselzellantigen IA-2 herzustellen. 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfmdung sind daher monoklonale Antikorper, die von 
30 der Zellinie IA-2, 96-3-1, hinteriegt am 13.08.1998 unter der Nummer DSM ACC2365 
bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 



Braunschweig, Deutschland), produziert werden. Die Zellinie DSM ACC2365 ist eben- 
falls Gegenstand der Erfindung. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung sind Antikorper, die in aquivalenter Weise wie 
die von der Zellinie IA-2, 96-3-1 (DSM ACC2365) produzierten mit IA-2 bindefahig 
sind. Unter dem Begriff "in aquivalenter Weise bindefahig" werden Antikorper verstan- 
den, bei denen eine Epitopiiberlappung mit dem definierten, bekannten Antikorper 
nachweisbar ist. Diese Epitopiiberlappung kann mit Hilfe eines kompetitiven Testsys- 
terns leicht nachgewiesen werden. Dazu wird zum Beispiel mit Hilfe eines Enzym- 
Immunoassays iiberpriift, inwieweit ein Antikorper mit dem bekannten Antikorper um 
die Bindung an ein definiertes Antigen oder ein definiertes Epitop konkurriert (bei- 
spielsweise IA-2ic). Dazu inkubiert man beispielsweise immobilisiertes IA-2ic-Antigen 
mit dem bekannten monoklonalen Antikorper, der eine Markierung tragt und einem 
Uberschufi des in Betracht gezogenen Antikorpers. Durch Nachweis der gebundenen 
Markierung kann dann leicht festgestellt werden, inwieweit der in Betracht gezogene 
Antikorper den definierten Antikorper aus der Bindung an das Antigen verdrangen 
kann. Ist eine Verdrangung von mindestens 50 % bei 10^-fachem UberschuB gegeben, 
so liegt eine Epitopiiberlappimg vor. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind auBerdem humane monoklonale Antikorper 
gegen das Inselzellantigen IA-2, die erhaltlich sind durch die Verfahrensschritte 
Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem oder Diabetikem mit 
hohen Serumantikorper-Titem (>80 U) gegen IA-2, Kultivierung der immortalisierten 
Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter gleichzeitiger Entfemung von inhibitori- 
schen Faktoren durch haufigen Medienwechsel, Nachweis der IA-2-spezifischen hu- 
manen monoklonalen Antikorper im Kultuniberstand bevorzugt mittels ELISA, Klonie- 
rung der humanen immortalisierten Zellinie, die diesen Antikorper produziert, in Anwe- 
senheit von Feederzellen, die keine cytotoxischen T-Lymphozyten enthalten, Vermeh- 
rung dieser immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter Zusatz von Wachstumsfaktoren, 
und Isolierung des von diesem Klon produzierten monoklonalen Antikorpers. 
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Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindiing ist ein Verfahren zur Herstellimg von humanen 
monoklonalen Antikorpem, die spezifisch mit dem Inselzellantigen IA-2 reagieren, ent- 
haltend die Schritte Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem 
Oder Diabetikem mit hohen Serumantikorper-Titem (>80 U/ml) gegen IA-2, Kultivie- 
5 rung der immortaiisierten Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter gleichzeitiger 
Entfemung von inhibitorischen Faktoren durch haufigen Medienwechsel, Nachweis der 
IA-2-spezifischen humanen monoklonalen Antikorper im Kulturiiberstand, bevorzugt 
mittels ELISA, Klonierung der humanen immortaiisierten Zellinie, die diesen Anti- 
korper produziert, in Anwesenheit von Feederzellen, die keine cytotoxischen T-Lym- 
10 phozj^en enthalten, Vermehrung dieser immortaiisierten Zelle gegebenenfalls unter 
Zusatz von Wachstumsfaktoren, imd Isolierung des von diesem Klon produzierten 
monoklonalen Antikorpers. 

Die Durchfuhrung der einzelnen Verfahrensschritte erfolgt so wie in den vorhergehen- 
1 5 den Abschnitten beschrieben. 

Unter dem Begrifif "monoklonaler Antikorper" sind im Sinne der Erfindung neben den 
intakten Immimglobulinen auch samtliche Antikorperfragmente zu verstehen. Dazu 
gehoren beispielsweise Fab, Fab* oder F(ab)VFragmente. Wird der Begriff "Antikorper" 
20 ohne den Zusatz "monoklonal" oder "polyklonal" verwendet, so sind immer beide Arten 
von Antikorpem, sowie chimare Konstrukte und alle oben aufgefuhrten Fragmente 
gemeint. 

Die erfmdungsgemaBen IA-2-spezifischen monoklonalen Antikorper reagieren spezi- 
25 fisch mit IA-2, wobei sie bevorzugt mit dem cytoplasmatischen Teil von IA-2, dem 
sogenannten IA-2ic reagieren. Gegenstand der Erfindung sind daher auch Antikorper 
gegen IA-2, die spezifisch mit dem cytoplasmatischen Teil von IA-2, dem sogenannten 
IA-2ic reagieren. Sie werden analog zu den zuvor beschriebenen Verfahrensschritten 
hergestellt. 

30 
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Zur Identifikation der IA-2-spezifischen monoklonalen Antikorper wird bevorzugt ein 
ELISA-Test durchgefuhrt. Fur das Auffinden von anti-IA-2 spezifischen EBV-trans- 
formierten B-Zellinien mussen je Spender mindestens 1000 Primarwells getestet wer- 
den. Ein solch umfangreiches Screening ist mit dem sehr arbeitsaufwendigen RIA des 
5 Standes der Technik nicht moglich. Der sehr hohe Probendurchsatz ist nur durch Ent- 
wicklung eines ELISA zu erzielen. Mit diesem halbautomatischen ELISA ist es mog- 
lich, mehrere tausend Kulturiiberstande pro Tag za testen und damit das sehr seltene 
Ereignis eines IA-2-positiven Primarwells zu entdecken . 

10 Im ELISA werden mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatten mit IA-2-Biotin oder 
IA-2ic-Biotin beschichtet. AnschlieBend werden die bescliichteten Platten mit verschie- 
denen Verdtinnungsstufen von Humanseren aus Pradiabetikem oder etablierten Diabe- 
tikem inkubiert. Parallel dazu werden auf derselben Mikrotiterplatte definierte Mengen 
eines gereinigten humanen IA-2-spezifischen Antikorpers inkubiert. AnschlieBend wer- 

1 5 den die Platten gewaschen und zum Nachweis von gebundenen Anti-IA-2- Antikorpem 
ein Peroxidase-markiertes Schaf-anti-Human-Fcy-spezifisches Antikorperkonjugat 
zugegeben. Gebundene IA-2-spezifische Antikorper werden durch eine Farbreaktion 
mittels ABTS® (Azino-di-[3-ethylbenzthiazolinsulfonat (6)], Kat. Nr. 756 407, Boeh- 
ringer Mannheim GmbH Deutschland) nachgewiesen. Aus den Extinktionen der Stan- 

20 dardkurve kann unter Beriicksichtigung des Verdlinnungsfaktors auf den Gehalt der 
Anti-IA-2-Antik6rper in den Patientenseren geschlossen werden. 

Zur Herstellung des Antigens IA-2ic, das im ELISA eingesetzt wird, wurde aus einer 
Inselzell-spezifischen cDNA durch die folgenden Primer amplifiziert, die von Payton et 
25 al. (1995) in J. Clin, Invest. 96, 1506-1511 publiziert sind: 

5'-ATGCAGCAAGACAACGAGCGCCTG-3' und 
5 ' -TC ACTGGGGC AGGGCCTTG AG-3 ' 
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Die Amplifikationsprodukte wurden in einen Pin Point Vektor kloniert und in E. coli als 
losliches, biotinyliertes Fusionsprotein exprimiert. Das Fusionsprotein wurde an 
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monomerer Avidin-Sepharose aufgereinigt. Das biotinylierte IA-2ic wurde an mit 
Streptavidin beladene Mikrotiterplatten gebunden, mit den erfindungsgemaBen IA-2- 
spezifischen monoklonalen Antikorpem inkubiert und gebundener Antikorper durch ein 
mit Peroxidase markiertes Anti-Hnman-IgG-Konjugat nachgewiesen. Um auszuschlie- 
5 Ben, daB die Antikorper gegen die biotinylierte aminoterminale Domane des Fusions- 
proteins gerichtet waren, wurde auch die biotinbindende Domane des Fusionsproteins 
(Tag-Protein) alleine exprimiert und im ELISA getestet. Die IA-2-spezifischen Anti- 
korper erkannten das Tag-Protein nicht. Zusatzlich wurden die IA-2-spezifischen Anti- 
korper in einem RIA getestet. Hierzu wurde die DNA fur IA-2ic in vitro in Anwesenheit 
10 von ^^S-Methionin transkribiert und translatiert, mit den IA-2-spezifischen Antikorpem 
inkubiert und die Inununkomplexe durch Zugabe von Protein A-Sepharose immo- 
bilisiert. Die Radioaktivitat in den Immunprazipitaten vmrde durch Fliissigszintillations- 
2:ahlimg bestimmt. 

1 5 Ebenfalls ein Bestandteil der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis 
von humanen Antikorpem oder Autoantikorpem gegen das Inselzellantigen IA-2 in 
einer Probe. Als Testformate kommen alle dem Fachmaim gelaufigen Formate in Frage, 
wobei der indirekte ELISA-Test bevorzugt ist. Als geeignet hat es sich erwiesen, aufge- 
reinigtes natives oder rekombinant hergestelites IA-2-Antigen oder IA-2ic-Antigen mit 

20 der Probe in Kontakt zu bringen, so daB die Probenantikorper an das Antigen spezifisch 
binden konnen. Ist das Antigen mit einer festphasenbindefahigen Gmppe versehen wie 
beispielsweise Biotin, so kann anschUeBend die Immobilisierung des Immunkomplexes 
an einer mit Streptavidin beschichteten Festphase erfolgen. Das Antigen kann auch 
bereits direkt oder indirekt an der Festphase gebunden sein, wenn die Inkubation mit der 

25 Probe stattfmdet. Der Nachweis der Probenantikorper erfolgt nach Trennung der festen 
von der fltissigen Phase bevorzugt durch Bindung eines mit einer Markierung 
versehenen Antikorpers, der gegen den Fc-Teil von humanen Antikorpem, im allge- 
meinen den Fc-Teil von humanem IgG gerichtet ist, und anschlieBende Messung der 
Markierung. Als Markierung konnen alle dem Fachmann gelaufigen Markierungen 

30 verwendet werden, wie beispielsweise Enzyme wie Peroxidase, Haptene wie Digoxi- 
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genin, Fluoreszenzfarbstoffe oder zur Elektrochemilumineszenz oder Chemilumines- 
zenz fahige Substanzen. 



Denkbar ist auch ein kompetitives Testformat, bei dem das IA-2- oder IA-2ic-Antigen 
5 direkt oder indirekt an einer Festphase gebunden ist iind ein erfindungsgemaBer huma- 
ner monoklonaler Antikorper gegen IA-2 oder IA-2ic, der eine Markierung tragt, in 
einer definierten Konzentration als Rezeptor zugesetzt und mit dem Antigen inkubiert 
wird, Wird die Probe gleichzeitig oder danach hinzugefugt, so kompetieren die Proben- 
antikorper und der markierte Rezeptorantikorper miteinander um die Bindung an das 
10 Antigen. Nach Trennung der festen von der flussigen Phase wird die Markierung in 
einer oder beiden Phasen bestimmt. Ein geringes Signal der Markierung an der Fest- 
phase deutet auf eine hohe Konzentration an Probenantikorper hin. 

Durch Vergleich der erhaltenen MeBwerte fur die Proben mit Mefiwerten, die mitteis 
15 einer Standardreihe zuvor ermittelt werden, kann eine Quantifizierung der Probenanti- 
korper erfoigen. In einer solchen Standardreihe werden definierte Konzentrationen der 
erfindungsgemafien monoklonalen Antikorper gegen IA-2 oder IA-2ic eingesetzt. 

Als Proben fur den Nachweis von Antikorpem gegen IA-2 konnen alle dem Fachmann 
20 gelaufigen Korperflussigkeiten verwendet werden. Dazu zahlen beispielsweise VoUblut, 
Serum oder Plasma, Urin und Speichel. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist die Verwendung eines humanen monoklona- 
len Antikorpers gegen IA-2 oder IA-2ic als Standard oder als Rezeptor in einem Verfah- 
25 ren zur Bestimmung von Antikorpem gegen ein Inselzellantigen, bevorzugt gegen das 
Inselzellantigen IA-2. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist die Verwendung eines humanen monoklona- 
len Antikorpers gegen das Inselzellantigen IA-2 zur Gewinnung des Inselzellantigens 
30 IA-2. Zur Gewinnung des Inselzellantigens IA-2 konnen die erfindungsgemafien Anti- 
korper nach dem Fachmann bekannten Verfahren an eine Festphase gekoppelt werden. 
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AnschlieBend wird die IA-2-haltige Probe mit den Festphasen-gebundenen Antikorpem 
inkubiert und die ubrigen Bestandteile abgetrennt. Durch Spaltung des Immunkom- 
plexes zwischen Antikorper und Antigen beispielsweise durch eine hohe Salzkonzentra- 
tion und anschlieUender Elution kann das Antigen in reiner Form erhalten werden. 

5 

Gegenstand der Erfindung sind auch anti-idiotypische Antikorper, deren Antigenbin- 
dungsstelle der Struktur des Antigens IA-2 bzw. IA-2ic entspricht. Erhaltlich ist ein 
soicher anti-idiotypischer Antikorper durch Immunisierung mit einem erfmdungsge- 
maCen humanen Antikorper gegen IA-2, Inunortalisierung der Milzzellen der immu- 
10 nisierten Tiere, Klonierung von solchen inunortalisierten Zellen, die Antikorper produ- 
zieren, die an die Bindungsregion der IA-2 spezifischen Antikorper binden und Isolie- 
rung der von diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten Verfahren. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von IA-2 in 
15 einer Probe, das dadurch gekennzeichnet ist, dalJ als Bindepartner mindestens ein erfin- 
dungsgemaBer monoklonaler Antikorper dazu eingesetzt wird, Bevorzugt wird der 
Nachweis als Sandwich-ELISA durchgefuhrt. Dabei wird als ein Bindepartner ein Anti- 
korper gegen IA-2, der ein erfindungsgemaBer Antikorper sein kann, nach dem Fach- 
mann bekannten Methoden (beispielsweise uber Biotin/Streptavidin) an eine Festphase 
20 gebunden. Das in der Probe vorhandene IA-2 bindet an den festphasengebundenen 

Antikorper. Der Nachweis des gebundenen IA-2 erfolgt uber einen weiteren Bindpart- 
ner, der eine Markierung tragt. Der weitere Bindepartner ist ebenfalls bevorzugt ein 
Antikorper und bindet ebenfalls spezifisch an IA-2, erkennt jedoch ein anderes Epitop 
als der festphasengebundene Bindepartner. Der markierte Bindepartner kann ein erfin- 
25 dungsgemaUer monoklonaler Antikorper sein, wenn der festphasengebundene Anti- 
korper ein anderes Epitop erkennt. Als Markierung konnen alle dem Fachmann gelau- 
figen Markierungen eingesetzt werden. Dazu zahlen beispielsweise Enzyme wie Peroxi- 
dase, Haptene wie Digoxigenin, Fluoreszenzfarbstoffe, zur Elektro- oder Chemilumi- 
neszenz fahige Substanzen. 

30 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung weiter. 
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Beispiel 1: 

Auswahi der Spender fur die Isolierung von B-Lymphozyten 

5 Um die Wahrscheinlichkeit fur eine erfolgreiche Transformation von anti-IA-2-spezi- 
fischen B-Lymphozyten aus dem peripheren Blut zu erhohen, wurden fiir die Lympho- 
zyten-Isolierung Spender ausgewahlt, die einen hohen Semm-Antikorper Titer gegen 
IA-2 au^esen. 

10 Die Antikorper wurden dabei durch einen in vitro Translationsassay bestimmt (siehe 

Zhang et al 1997, Diabetes 46, 40-43 sov^ie Dittler J. et al 1998, Diabetes 47, 592-597). 
Frisch diagnostizierten Diabetikem wurde Blut entnommen und nach bekanntem Ver- 
fahren Serum gewonnen. Ein Volumen von 2 |li1 der einzelnen Seren wurde in 50 ^il 
Prazipitationspuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7,5 , 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% 

1 5 Aprotinin) mit dem durch in vitro Translation radioaktiv markierten I A-2ic Poiypeptid 
(ca. 15 000 cpm) uber Nacht bei 4°C unter Rotation inkubiert. Anschliefiend wurden 50 

einer 50%igen Protein A Sepharose-Suspension zugegeben und fur eine weitere 
Stimde inkubiert. Danach wurde dreimal mit dem Inkubationspuffer gewaschen und die 
Radioaktivitat der Beads in einem Fliissigszintillationsgerat bestimmt. Als arbitrarer 

20 Standard wurde ein hochtitiriges Diabetiker-Serum verwendet, welches bei einer 

Serummenge von 5^1 ca.lOOO cpm im Immunoprazipitat aufwies. Dieser Wert wurde 
als gleichbedeutend mit 100 U definiert. Die Normalseren lagen damit bei ca. 5 U. Fur 
die nachfoigenden Transformationen der peripheren Blutlymphozyten wurden nur 
Lymphozyten von Patienten verwendet, deren Seren einen Titer von grolJer als 80 U 

25 aufwiesen. 



Beispiel 2: 
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Zellseparation und EBV-Transformation 

5 Nut solche Lymphozytenspender, deren Seren mindestens einen Titer von 80 U auf- 

wiesen, wurden fiir die Isolierung von B-Lymphozyten verwendet. Von diesen Spendem 
wurden 20-50 ml Blut abgenommen und daraus die peripheren mononuklearen Zellen 
(PBMNC) uber eine Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. 

1 0 Die klassischen Tests zum Nachweis der I A-2-spezifischen Serum- Antikorper verwen- 
den zur Abtrennung der Inmiimkomplexe Protein A-Sepharose. Deshalb mufi angenom- 
men werden, dafi die anti-IA-2 Antikorper fast ausschlieiilich der IgG-Immunglobulin- 
klasse angehoren (Zhang et al. Diabetes, 1997, 46, 40-43 sowie Dittler J. et al. Diabetes, 
1998, 47, 592-597). Da die B-Lymphozyten des peripheren Blutes jedoch iiberwiegend 

1 5 IgM produzieren, wurden zur Anreicherung der relevanten B-Zell Subpopulation die 
Membran-IgG positiven B-Zellen isoliert. Hierzu wurden die PBMNC mit eiskaltem 
IMDM/10% fotalem Kalberserum (IMDM/10% FKS) auf eine Konzentration von 3*10^ 
Zellen/mi eingesteilt. AnschlieBend wurde ein Anti-Human-IgG-Antikorper aus der 
Maus in einer Konzentration von 10 ^g/ml zugegeben. Die Zellen wurden daim 30 

20 Minuten bei 4°C gerollert, um ein Absetzen der Zellen wahrend der Inkubation zu ver- 
meiden. AnschlieBend vmrde bei 200* g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentri- 
fiigiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen zweimal mit IMDM/10% FKS ge- 
waschen. 

25 Danach wurden die Zellen in IMDM/10% FKS in einer Konzentration von 1*10^ 

Zellen/ml (Gesamtzellzahl ca. 1*10' Zellen) aufgenommen und mit Magnetobeads (Dynal 
M-280), die mit Schaf-Anti-Maus-IgG beladen waren, inkubiert. Es wurden etwa 10 
Beads pro Zielzelle zugegeben (es wurde davon ausgegangen, daB etwa 5% der PBMNC 
Membran-IgG exprimieren). 



30 
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Die Zellen wurden mit den Beads fiir 30 Minuten bei 4''C gerollert. Danach wurde das 
ReaktionsgefaB fur 5 Minuten in den Magnethalter gestellt, um die markierten Zellen 
abzutrennen. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Beads in 1 ml Medium resuspendiert 
und nochmals fur 5 Minuten in den Magnethalter gestellt. Der Uberstand wurde emeut 
abgesaugt, das Rohrchen aus dem Magnethalter genommen und die isolierten Zellen in 0,5 
ml IMDM/10% FKS resuspendiert. 

AnschlieBend wurden 2 ml konzentrierte Epstein-Barr-Virus-Suspension zugeben. Die 
Virussuspension wurde aus dem Uberstand einer konfluenten Kultur der B 95-8 
Marmoset Zellinie (ATCC CRL 1612) gewonnen. Zur Virusadsorption wurden die B- 
Zellen fiir 2 Stunden im Brutschrank bei 37 7 % CO2 inkubiert. Das Rohrchen 
wurde wahrend der Inkubationsphase mehrmals bewegt, um ein Absetzen der Zellen zu 
vermeiden. 

Danach wurde mit den separierten B-Zellen eine Verdiinnungsreihe gemacht, sodaB 
100, 200 und 400 B-Zellen in 100 |il IMDM/10% FKS enthalten waren. Diese Zell- 
suspensionen wurde dann mit 4000 rad bestrahlten allogenen PBMNC (ohne CD8- 
positive Zellen) als Feederzellen versetzt (50 000 Feederzellen pro 150 |il Zellsuspen- 
sion). AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 U/ml IL-6. Pro Well wurden 150 ^il 
Zellsuspension in 96 Well Rundbodenplatten verteilt und fur 2 Wochen bei 5% CO2 und 
37°C inkubiert, Nach 7-10 Tagen wurde das Medium gewechselt. 



Beispiel 3: 
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Screening-Assay fiir IA-2-Antik6rper produzierende EBV-transformierte B-Zell- 
Linien 

5 

Nach zwei Wochen wurden die Kulturiiberstande der EBV-Linien in einem ELISA auf 
Reaktivitat gegen rekombinantes IA-2 getestet. Als Antigen wurde der intrazellulare 
Teil des IA-2 (IA-2ic) in Escherichia coU in Kombination mit einem Biotin-markierten 
Peptid am NHj-Terminus exprimiert. Das Fusionsprotein wurde durch Affinitatschro- 
10 matographie an einer Streptavidin-Saule aufgereinigt. 

Mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterpiatten wurden mit IA-2ic-Biotin in einer Kon- 
zentration von 100 ng/ml fur eine Stunde bei Raumtemperatur beschichtet. Anschlie- 
Bend wurden die Flatten mit 0,15 mol/1 NaCl/0,05 % Tween 20 gewaschen. In die 

1 5 Flatten wurden 50^1 RPMI/1 0%FKS vorgelegt und danach 50 ^1 Kulturuberstand der 
EBV-transformierten B-Zellen zugegeben. Es wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur 
unter Schutteln inkubiert. Anschliefiend wurden die Flatten gewaschen und zum Nach- 
weis von gebundenen Anti-IA-2-Antik6rpem lOO^il eines Feroxidase-markierten Schaf- 
Anti-Human-Fcy-Antikorpers (Boehringer Mannheim GmbH, Kat. Nr. 1089 196, 100 

20 mU/ml in FBS/0,5% Rinderserumalbumin) zugegeben. Anschliefiend wurde wiederum 
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert. Uberschussiges Konjugat 
wurde durch dreimaliges Waschen mit 0,15 mol/1 NaCl/0,05 % Tween 20 entfemt. 
Danach wurden 100 ^il ABTS® (1 mg/ml, Boehringer Mannheim GmbH, Kat. Nr. 756 
407) in 40 mmol/1 Citrat-Fuffer pH 4,4, der 3,25 mmol/1 Natriumperborat enthalt, zu- 

25 gegeben und nach 45 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur unter Schutteln die 
Extinktion bei 405 nm gemessen. 

Bei einem typischen Transformationsansatz wurden aus anfanglich 1*10' FBMNC 2- 
5*10^ Membran-IgG positive B-Zellen isoliert. Diese wurden auf ca. 1000 Napfe verteilt. 
30 Die Zahl der im Screeningtest als positiv identifizierten Napfe lag im Bereich zwischen 1- 



19 

3 Napfe pro 1000 getesteter Napfe. Die Extinktion der positiven Napfe lag im Bereich von 
1500-2000 mE. 

5 

Beispiel 4: 

Klonierung der EBV-transformierten B-Zell Linien 

1 0 Diejenigen EBV-transformierten B-Zell Linien, deren Kulturuberstand eine positive 
Reaktion im ELIS A ergab, wurden kloniert. Die Zellen wurden dazu mit Hilfe eines 
Fluoreszenz-aktivierten Zellsorters einzeln in 96er Mikrotiterplatten abgelegt und mit 
bestrahlten CD8-depletierten PBMNC (5*10' ZellenA^ertiefung, 4000 rad) versetzt. Das 
Klonienmgsmedium bestand aus IMDM/10%FKS/100 U/ml IL-6. Die KuituruberstSnde 

1 5 mit wachsenden Klonen wurden mittels ELIS A getestet und die positiven Klone 

expandiert. Die Massenkultur zur Isolierung von AntikSpem erfolgte in einem Tecno- 
maus-Bioreaktor. Die Antikorper wurden aus dem tfberstand durch Ammoniumsuifat- 
fallung imd Chromatographie uber Protein A- oder Protein-G-Sepharose isoliert. 
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Patentanspriiche 
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1 . Humane monoklonale Antikorper, die spezifisch mit dem Inselzellantigen I A-2 
reagieren. 

5 

2. Humane monoklonale Antikorper gemaiJ Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 
sie spezifisch mit IA-2ic, dem cytoplasmatischen Teil von IA-2 reagieren. 

3. Humane monoklonale Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, erhaltiich durch die 

10 Verfahrensschritte Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikem 

Oder Diabetikem mit hohen Serumantikorper-Titem gegen IA-2, Kultivierung der 
immortalisierten Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter gleichzeitiger Entfer- 
nung von inhibitorischen Faktoren, Nachweis der IA-2-spezifischen htimanen 
monoklonalen Antikorper im Kulturiiberstand, Klonierung der humanen immorta- 

1 5 lisierten Zellinie, die diesen Antikorper produziert, in Anwesenheit von Feeder- 

zellen, die keine cytotoxischen T-Lymphozyten enthalten, Vermehrung dieser 
immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter Zusatz von Wachstumsfaktoren und 
Isolierung des von diesem Klon produzierten monoklonalen Antikorpers. 

20 4. Humane monoklonale Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie der Klasse IgG angehoren. 

5. Humane monoklonale Antikorper nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie der Subklasse IgGl angehoren. 

25 

6. Humane monoklonale Antikorper nach den Anspriichen 1 bis 5, erhaltiich aus der 
Zellinie IA-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2365. 



7. 

30 



Humane monoklonale Antikorper nach den Anspriichen 1 bis 6, die in aquivalenter 
Weise mit IA-2 bindefahig sind wie die Antikorper, die von der Zellinie IA-2, 96-3- 
1, Hinterlegungsnummer DSM ACC2365, produziert werden. 
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8. Zellinie IA-2, 96-3-1 mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2365. 

9. Verfahren zur Herstellung von humanen monoklonalen Antikorper nach einem der 
Anspruche 1 bis 7 enthaltend die Schritte Immortalisieren von humanen Lymphozy- 
ten von Pradiabetikem oder Diabetikem mit hohen SemmantikSrper-Titem gegen 
IA-2, Kultivierung der immortalisierten Lymphozyten mit Wachstumsfaktoren unter 
gleichzeitiger Entfemung von inhibitorischen Faktoren, Nachweis der IA-2-spezifi- 
schen humanen monoklonalen Antikorper im Kulturuberstand, Klonierung der hu- 
manen immortalisierten Zellinie, die diesen Antikorper produziert, in Anwesenheit 
von Feederzellen, die keine cytotoxischen T-Lymphozyten enthalten, Vermehrung 
dieser immortalisierten Zelle gegebenenfalls unter Zusatz von Wachstumsfaktoren, 
und Isolienmg des von diesem Klon produzierten monoklonalen Antikorpers. 

10. Verwendung eines humanen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 

1 bis 7 als Standard in einem Verfahren zur Bestimmung von Antikorpem gegen ein 
Inselzellantigen. 

11. Verwendung eines humanen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 

1 bis 7 als Rezeptor in einem Verfahren zur Bestimmung von Antikorpem gegen ein 
Inselzellantigen. 

12. Verwendung eines hiimanen monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 
1 bis 7 zur Gewinnung des Inselzellantigens IA-2. 

13. Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen das Inselzellantigens IA-2 in einer 
Probe, dadurch gekennzeichnet, dal3 als Standard ein monoklonaler Antikorper 
gemafi einem der Anspruche 1 bis 7 eingesetzt wird. 

14. Anti-idiotypischer Antikorper, der gegen Antikorper, die mit dem Inselzellantigen 
IA-2 reagieren. gerichtet ist, erhaltlich durch die Immunisierung mit einem Anti- 
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korper gemafi einem der Anspriiche 1 bis 7, Immortalisierung der Milzzellen der 
immunisierten Tiere, KJoniemng von solchen immortalisierten Zellen, die Anti- 
korper produzieren, die an Antikorper gegen I A-2 binden und Isolierung der von 
diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten Verfahren. 



15. Verfahren zum Nachweis des Inselzellantigens I A-2 in einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Bindepartner mindestens ein monoklonaler Antikorper 
gemaB den Anspruchen 1 bis 7 eingesetzt wird. 



Zusammenfassung 
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Die Erfindung betrifft humane monoklonale Antikorper gegen das Inselzellantigen IA-2, 
ein Verfahren zu ihrer Herstellung, die Verwendung der humanen monoklonalen 
Antikorper in einem Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen IA-2, ein Ver- 
fahren zum Nachweis von Antikorpem gegen Inselzellantigen IA-2 sowie ein Verfahren 
zum Nachweis des Inselzellantigens IA-2 in einer Probe. 



